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要旨 
 
 LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex) は SHARPIN, HOIL-1L, 
HOIPより構成される約 600 kDaの複合体であり、NEMOを直鎖状ポリユビキ
チン化することで NF-κB 活性を促進する。マウス肝でアデノウイルスベクタ
ーにて HOIL-1Lを過剰発現させると、有意に耐糖能が改善した。また、培養細
胞において HOIL-1L をアデノウイルスベクターにて過剰発現させると、Akt 
Thr308および Ser473リン酸化が亢進することを見出した。インスリン受容体
や IRS-1のチロシンリン酸化には差を認めず、PI3K阻害剤の添加によりインス
リンシグナル増強が消失することから、PI3Kレベルでのインスリンシグナル増
強であることが示唆された。HOIL-1L単独での過剰発現では LUBAC活性に変
化を認めなかったことから、LUBACを介さない HOIL-1L分子単体による機序
と推察された。 
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略語一覧 
 
AS160        Akt substrate of 160 kDa 
AUC          area under the curve 
BAFF         B-cell activating factor 
Bcl-2          B-cell lymphoma-2 
Bcl-XL         B-cell lymphoma extra-large 
BSA           bovine serum albumin 
CD40L        CD40 ligand 
DMEM        Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
dsRNA        double-stranded RNA 
DTT          dithiothreitol 
EDTA         ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA         ethyleneglycotetraacetic acid 
ERα          estrogen receptor α 
ERK          extracellular signal-regulated kinase 
FoxO1        forkhead box containing protein O-1 
GFP          green fluorescent protein 
GK           glucokinase 
GKRP        glucokinase regulatory protein 
GLUT2       glucose transporter 2 
GSK3β       glycogen synthase kinase 3β 
HOIL-1       heme-oxidized IRP2 ligase-1 
HOIP         HOIL-1L-interacting protein 
HRP          horseradish peroxidase 
IκB          inhibitor of κB 
IKK          IκB kinase 
IL-1          interleukin-1 
IL-1R         interleukin-1 receptor 
IPGTT        intraperitoneal glucose tolerance test 
IR            insulin receptor 
IRS           insulin receptor substrate 
ITT           insulin tolerance test 
LPS           lipopolysaccharide 
LT-β          lymphotoxin-β 
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LUBAC       linear ubiquitin chain assembly complex 
mTORC2      mammalian target of rapamycin complex 2 
NEMO        NF-κB-essential modulator 
NF-κB       nuclear factor-κB 
NIK           NF-κB-inducing kinase 
PBS           phosphate buffered saline 
PDK1         3-phosphoinositide dependent kinase 1 
PH domain    plekstrin homology domain 
PI3K          phosphoinositide 3 kinase 
PIP3          phosphatidylinositol 3,4,5-tri-phosphate 
PKC          protein kinase C 
PMSF         phenylmethane sulfonyl fluoride 
PTEN         phosphatase and tensin homolog 
PVDF         polyvinylidene fluoride 
RBCK1        RBCC protein interacting with protein kinase C1 
SDS-PAGE    sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SH2 domain   src homology-2 domain 
SHARPIN     SHANK-associated RH domain interactor 
SIPL1         SHANK-interacting protein-like 1 
SOCS-6        suppressor of cytokine signaling-6 
TNF-α        tumor necrosis factor-α 
TNFR         TNF receptor 
TLR4          toll-like receptor 4 
UBA domain   ubiquitin-associated domain 
UBL domain   ubiquitin-like domain 
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序文 
 
 糖尿病はインスリン分泌低下とインスリン抵抗性が症例毎に様々な割合で寄
与し合い、慢性的な高血糖を来す疾患である。他の多くの疾患と同様、その発
症には遺伝因子と環境因子の両者が関与している [1] が、日本人を始めとする
東アジア人は欧米人に比して遺伝的にインスリン分泌能が低く、肥満や脂肪肝
などの内臓脂肪蓄積によって惹起されることが多い、インスリン抵抗性の寄与
が軽度でもしばしば 2型糖尿病を発症することが知られている [2]。近年の食生
活の欧米化に伴う脂質摂取の増加や自家用車の普及などによる運動量の低下に
伴い、日本における 2 型糖尿病の患者数は増加の一途であったが、最近、厚生
労働省施行の平成 24年国民健康・栄養調査において、糖尿病有病者と予備群の
合計が初めて減少に転じたことが報告された [3]。しかし、依然として糖尿病が
強く疑われる人 (HbA1c 6.5 %以上または糖尿病治療中の人) が約 950 万人、
糖尿病の可能性を否定できない人 (HbA1c 6.0 %以上 6.5 %未満の人) が約
1,100 万人 [3] と、合わせると日本人の約 6 人に 1 人が耐糖能異常を有してい
るのが現状である。 
 インスリンは生体における唯一の血糖降下ホルモンであり、骨格筋や脂肪細
胞における糖取り込みを促進する他、肝臓ではグリコーゲン分解・糖新生を抑
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制し、グリコーゲン合成や脂肪酸合成を促進する作用を有する。インスリン受
容体 (insulin receptor : IR) はチロシンキナーゼ型受容体であり、インスリン
が結合するとチロシンキナーゼ活性が亢進し、受容体自身をチロシンリン酸化
するとともに、インスリン受容体基質 (insulin receptor substrate : IRS) をチ
ロシンリン酸化する。チロシンリン酸化された IRS に src homology-2 (SH2) 
domainを有する phosphoinositide 3 kinase (PI3K) p85サブユニットが結合す
ると、p110 サブユニットのキナーゼ活性が上昇し、細胞膜近傍にて
phosphatidylinositol 3,4,5-tri-phosphate (PIP3) が産生される。これにより
plekstrin homology (PH) domain を有する 3-phosphoinositide dependent 
kinase 1 (PDK1) と Akt が細胞膜近傍に引き寄せられ、PDK1 によって Akt 
Thr308 がリン酸化される。それに加えて mammalian target of rapamycin 
complex 2 (mTORC2) により Akt Ser473がリン酸化されることで、Aktが活
性化し、glycogen synthase kinase 3β (GSK3β), Akt substrate of 160 kDa 
(AS160), forkhead box containing protein O-1 (FoxO1) など下流の分子に作用
し多岐にわたるインスリンの代謝作用が発揮されることとなる [4,5] (Figure 1)。 
 近年、糖尿病・耐糖能異常の病因であるインスリン分泌低下およびインスリ
ン抵抗性の双方に炎症が関与していることが明らかとなってきている [6,7]。 
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Figure 1. インスリンシグナル伝達系の概略図 
 インスリンが受容体に結合すると、IR のチロシンキナーゼ活性が亢進し、受容体自身を
チロシンリン酸化するとともに、IRS をチロシンリン酸化する。そこから下流は
extracellular signal-regulated kinase (ERK) cascadeを活性化し細胞増殖を促す経路と糖
代謝に関わる経路の大きく 2 つに分かれる。糖代謝に関わる経路については、チロシンリ
ン酸化された IRSに SH2 domainを介して PI3K p85 subunitが結合することで PI3Kが
活性化し、細胞膜近傍で PIP3が産生される。これにより PH domainを有する PDK1, Akt
が細胞膜近傍に引き寄せられ、PDK1 により Akt Thr308 がリン酸化される。さらに
mTORC2によって Akt Ser473がリン酸化されることで Aktが活性化し、Aktが様々な下
流の分子に作用することで多岐にわたるインスリンの代謝作用が発揮されることとなる。 
 
肥満はインスリン抵抗性を引き起こし、耐糖能を悪化させることが知られて
いるが、1993 年に脂肪組織において tumor necrosis factor-α (TNF-α) が多
く発現していることが報告されて以来 [8]、肥満状態では主に脂肪組織において
慢性的な炎症が起こっており、全身的なインスリン抵抗性の原因となることが
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明らかとなってきた。肝臓への異所性脂肪の蓄積によって生じる脂肪肝は肝臓
におけるインスリン抵抗性の原因となるが、ここでも慢性炎症がインスリン抵
抗性の形成に関与していることが分かっている [9]。脂肪肝において慢性炎症が
インスリン抵抗性を惹起する細胞内メカニズムとしていくつかの経路が想定さ
れているが、最も主要な経路の 1つとされるのが nuclear factor-κB (NF-κB) 
経路とインスリンシグナル伝達系との相互作用によるものである。脂肪肝にお
いては血中の TNF-αや遊離脂肪酸などの上昇が認められ [9]、これらが TNF 
receptor (TNFR) や toll-like receptor 4 (TLR4) [10] に作用し、転写因子であ
る NF-κBが活性化する。この経路で活性化される IκB kinase β (IKKβ) が
IRS-1 Ser307をリン酸化することで、インスリン受容体と IRS-1との親和性を
低下させ、インスリン抵抗性を惹起することが知られている [11]。肝臓特異的
IKKβノックアウトマウスでは高脂肪食を負荷しても肝臓でのインスリン感受
性が保たれ [12]、逆に肝臓特異的に活性型 IKKβを過剰発現したマウスでは肝
臓でのインスリン抵抗性が惹起される [13] ことが報告されており、NF-κB経
路は肝臓においても慢性炎症とインスリン抵抗性を結び付ける重要な因子と考
えられている。 
 NF-κB は 1986 年に免疫グロブリンκ軽鎖遺伝子のエンハンサー領域に結
合する転写因子として同定された [14]。当初はκ軽鎖発現 B細胞特異的に発現
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していると考えられたが、その後ほとんどの細胞にユビキタスに発現している
ことが明らかとなっている。NF-κBにより転写制御される遺伝子は非常に多種
にわたっており、NF-κB活性化により TNF-α, interleukin-1α (IL-1α), IL-1
β, IL-6 などの炎症性サイトカインや、B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), B-cell 
lymphoma extra-large (Bcl-XL) などのアポトーシス抑制に関わる遺伝子を始
め、数多くの遺伝子発現が誘導されることが分かっている [15]。 
NF-κB 活性化の細胞内メカニズムとしては、定型的経路  (canonical 
pathway) と非定型的経路 (non-canonical pathway) の主に 2種類が知られて
いる [16] (Figure 2)。定型的経路は TNF-αや IL-1βの他、lipopolysaccharide 
(LPS), 遊離脂肪酸、ウイルス由来の double-stranded RNA (dsRNA) などによ
り TLRsを介して活性化される経路である。TNFRからの経路と interleukin-1 
receptor (IL-1R) や TLRs からの経路では上流のシグナルが若干異なるが、最
終的には IKKα, IKKβ, NF-κB essential modulator (NEMO, IKKγ) からな
る IKK複合体 (IκB kinase complex) が活性化され、inhibitor of κB (IκB) 
をリン酸化する。IκBは p50, p65の二量体からなる NF-κBと結合し不活性型
として細胞質に留めておく役割を担っているが、リン酸化されることでユビキ
チン化を受けプロテアソームで分解されるため [17]、遊離した NF-κB が核内
に移行し種々の遺伝子発現を誘導することとなる。一方の非定型的経路は
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lymphotoxin-β (LT-β) や B-cell activating factor (BAFF) などによって活性
化される経路であり、NF-κB-inducing kinase (NIK) 活性化を介し、IKKα複
合体が活性化することで、リン酸化された p100がユビキチン化を介し p52へと
プロセシングされ、p52, RelBの二量体からなる NF-κBが核内移行し転写活性
を発揮する [16]。 
 
 
Figure 2. NF-κB活性化のメカニズム 
定型的経路 (canonical pathway) は TNF-α, IL-1β, TLR ligandsにより活性化し、IKK
複合体活性化により IκBがリン酸化され、ユビキチン化・プロテアソーム分解されること
で NF-κB が核内移行し転写活性を発揮する。一方、非定型的経路  (non-canonical 
pathway) は LT-β, BAFFなどにより活性化し、NIK活性化、IKKα複合体活性化を介し、
リン酸化・ユビキチン化された p100が部分分解されることで活性化する。 
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 定型的経路による NF-κB 活性化に関わる因子として近年同定されたのが
linear polyubiquitin chain assembly complex (LUBAC) である [18,19]。
LUBAC はユビキチン分子の N 末端のメチオニン残基が別のユビキチン分子の
C 末端とペプチド結合した直鎖状ポリユビキチン (linear polyubiquitin) を形
成する E3 ligaseである [18]。LUBACは約 600 kDaの複合体であり、当初は
heme-oxidized IRP2 ligase-1 (HOIL-1L)  と HOIL-1L interacting protein 
(HOIP) から構成されると考えられていた [18] が、2011 年に新たな構成因子
として SHANK-associated RH domain interacting protein (SHARPIN) が同
定された [20-22] (Figure 3) 。LUBACの活性中心はHOIPのRING-IBR-RING 
domain であり、SHARPIN や HOIL-1L は ubiquitin-like domain (UBL 
domain) を介して HOIPの ubiquitin-associated domain (UBA domain) に結
合し、LUBACの安定化に寄与していると考えられている [20]。現在のところ、
LUBAC は HOIL-1L-HOIP または SHARPIN-HOIP という複合体が複数集ま
って形成されていると考えられている [20]。 
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Figure 3. LUBAC構成因子の構造模式図 
 LUBACは直鎖状ユビキチン化を形成する約 600 kDaの複合体であり、現在 SHARPIN, 
HOIL-1L, HOIPの 3分子から構成されると考えられている。LUBACとしての活性中心は
HOIPの RING-IBR-RING domainであり、SHARPINや HOIL-1Lは LUBACの安定化
に寄与していると考えられている。 
 
 LUBACは IKK複合体の調節サブユニットであるNEMOのLys285とLys309
に直鎖状ポリユビキチンを付加し、IKK を活性化することで定型的経路を介し
た NF-κB活性化を促進する [19] (Figure 2) 。LUBACによる NF-κB活性化
には活性中心である HOIPと少なくとも SHARPINまたは HOIL-1Lのいずれ
かが必要であり、一方で SHARPIN, HOIL, HOIPのいずれをノックダウンして
も定常時およびTNF-α刺激時のNF-κB活性化の低下が認められることが報告
されている [19,20,23]。 
 前述の通り、慢性炎症によるインスリン抵抗性の惹起には NF-κB 経路のイ
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ンスリンシグナル伝達系への作用が重要な役割を担っており、NF-κB活性化に
働く LUBACおよびその構成因子である SHARPIN, HOIL-1L, HOIPもインス
リンシグナル伝達系に作用している可能性が考えられる。しかし、これまでに
SHARPIN (別名 SHANK-interacting protein-like 1 (SIPL1) ) が phosphatase 
and tensin homolog (PTEN) 阻害作用を介して PI3K/Akt経路を活性化させる
との報告がなされている [24] ものの、それ以外の知見は得られていない。そこ
で、LUBAC 構成因子のうち特に SHARPIN と比較的相同性の高い HOIL-1L
に着目し、インスリンシグナル伝達系との関連につき、研究を遂行することと
した。 
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方法 
 
(1) 抗体、試薬 
 抗 IRS-1抗体、抗 IRS-2抗体、抗 Akt抗体はウサギを、抗リン酸化チロシン 
(pY) 抗体はマウスを免疫して当研究室にて作成した抗体を使用した。抗
SHARPIN 抗体、抗 HOIL-1L 抗体、抗 HOIP 抗体は広島大学医歯薬総合研究
科医化学研究室浅野知一郎教授より供与頂いた。抗 p85 抗体 (#06-195) は
Upstate社より、抗 Akt Thr308リン酸化抗体 (#4056L)、Ser473リン酸化抗体 
(#4060S)、抗 IκBα抗体 (#4814)、抗 IκBα Ser32 リン酸化抗体 (#2859)は
Cell Signaling社より購入した。HRP標識抗ウサギ IgG抗体 (NA9340V)、HRP
標識抗マウス IgG抗体 (NA931V) は GE healthcare社より購入した。 
 インスリンはヒトインスリンであるヒューマリン R バイアル (イーライリリ
ー社) を使用した。TNF-αは R＆D systems 社より購入した recombinant 
mouse TNF-alpha, truncated form (410-TRNC) を使用した。Wortmanninは
和光化学純薬より、LY294002は SIGMA社より購入したものを使用した。 
(2) アデノウイルスベクターの作成 
 human myc-HOIL-1L cDNAは広島大学医歯薬総合研究科医化学研究室浅野
知一郎教授より供与頂いた。 
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 Adenovirus Expression Vector Kit (タカラバイオ社) のプロトコールに従い、
インサート部分をコスミドベクターに移し、Gigapack Ⅲ -XL Packaging 
Extract (Agilent Technologies社) を使用し増幅した後、BspT104I消化したコ
スミドを HEK-293細胞にトランスフェクションし、human myc-HOIL-1L発
現アデノウイルスベクターを作成した (完全長 DNA導入法)。 
作成したアデノウイルスは Adenopure (Puresyn社) を使用して精製し、ウイ
ルス力価を確認後、マウスでの実験に使用した。 
(3) マウス 
 マウスは日本生物材料センターより購入した 8～10 週齢の C57BL/6J雄マウ
スを使用し、一般的な環境下で通常食を与えて飼育した。 
 マウス肝での HOIL-1L 過剰発現実験は、human myc-HOIL-1L 発現アデノ
ウイルスベクターまたはコントロールとして green fluorescent protein (GFP) 
発現アデノウイルスベクターをそれぞれ 1.4×109 pfu/body尾静脈投与し、8 日
後に腹腔内ブドウ糖負荷試験、12 日後にインスリン負荷試験を施行後、16 時
間絶食下にて 15 日後に解剖を行った。 
解剖後速やかに肝臓を可溶化バッファー (20 mM Tris (pH7.5) , 150 mM 
NaCl, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1 mM 
ethyleneglycotetraacetic acid (EGTA), 1 % Triton X-100, 2.5 mM sodium 
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pyrophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 mM phenylmethane sulfonyl fluoride 
(PMSF), 1 mM β-glycerophosphate) でホモジェナイズし、30 分氷冷後、4 ℃, 
9,000 rpm, 10 分遠心、上清をさらに 4 ℃, 15,000 rpm, 30 分遠心し、上清を
Western blot解析に使用した。 
本研究の全ての動物実験は東京大学の動物実験指針に沿って実験を行った。 
 (4) ブドウ糖負荷試験、インスリン負荷試験 
 ブドウ糖負荷試験は、マウスを 14 時間絶食後、グルコース 2 g/kgBWを腹腔
内投与し施行した。インスリン負荷試験は、マウスを 14 時間絶食後、インスリ
ン (ヒューマリン R) 0.75 単位/kgBWを腹腔内投与し施行した。試験前の血糖
値および負荷後 15, 30, 60, 90, 120 分後の血糖値を尾静脈血よりグルテストネ
オスーパー (三和化学研究所) を使用して測定した。 
(5) 細胞培養 
 HepG2 細胞は 10 %ウシ胎児血清 (fetal calf serum : FCS) を添加した
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) High Glucose培地 (和光純薬工
業社) で 37 ℃, 5 ％CO2インキュベータ内で培養した。インスリン刺激は、前
日に 0.2 % bovine serum albumin (BSA) を添加した無血清培地に培地交換し
た上で、終濃度 100 nM となるようインスリンを加えて行った。一定時間後、
氷冷した phosphate buffered saline (PBS) で 2 回洗浄し、可溶化バッファー 
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(20 mM Tris (pH 7.5) , 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 % Triton 
X-100, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 1 mM β
-glycerophosphate) にて可溶化し、10 分氷冷後、4 ℃, 15,000 rpm, 10 分遠心
し、上清をWestern blot解析および免疫沈降に使用した。 
(6) Western blot解析および免疫沈降法 
 上記の方法で得た細胞上清または total lysate を 100 mM dithiothreitol 
(DTT) を加えた Laemmli サンプルバッファーで 96 ℃, 15 分ボイルした。作
成したサンプルを sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) にて分離し polyvinylidene fluoride (PVDF) メンブレン (GE 
healthcare 社 ) に転写、ブロッキング後に 1 次抗体および horseradish 
peroxidase (HRP) で標識された 2 次抗体と反応させた。ECL (GE healthcare
社 ) またはイムノスターLD (和光純薬工業社 ) を用い化学発光させ、
ImageQuant LAS4000mini (富士フィルム社) を使用し検出した。 
 免疫沈降は上記の方法で得た細胞上清に各抗体を 3 μg/ml加え、4 ℃で 1 時
間反応した後、Protein A Sepharose (GE healthcare社) を加え、さらに 4 ℃
で 1 時間反応させた。反応後のビーズを可溶化バッファーで 5 回洗浄し、100 
mM DTT を加えた Laemmliサンプルバッファーを加えて 96 ℃, 15 分ボイル
し、免疫沈降サンプルとした。 
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(7) PI3K阻害剤 (Wortmannin, LY294002) 添加実験 
 実験前日に培地を無血清培地に交換し、実験当日Wortmannin 100 nM [25]  
または LY294002 20 μMを添加し、遮光の上、30 分間インキュベーションし
た。その後 insulin 100 nMにて刺激し、1 時間後に細胞を回収した。 
(8) 統計分析 
 本論文中の数値およびグラフの誤差範囲は平均値±標準誤差で表記した。2 
群のデータの比較においては、まず F 検定にて等分散が仮定できるかどうか検
討し、等分散性が棄却されない場合は Student の t 検定を、等分散性が棄却さ
れる場合にはWelchの t検定を行い、p<0.05を統計学的有意差ありと判定した。 
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結果 
 
HOIL-1Lをマウス肝にて過剰発現させることで耐糖能が改善する 
 まず、HOIL-1Lが糖代謝に影響を及ぼすのかどうか確認するため、作成した
human myc-HOIL-1L発現アデノウイルスベクターをマウス (C57BL/6J, 雄, 8 
週齢) 尾静脈より投与し、肝臓にて HOIL-1Lを過剰発現させた際の耐糖能の検
討を行った。HOIL-1L発現アデノウイルスベクター投与にて、肝臓で HOIL-1L
が過剰発現していることをWestern blot法にて確認した (Figure 4A)。 
 腹腔内ブドウ糖負荷試験 (intraperitoneal glucose tolerance test : IPGTT) 
において、HOIL-1L 過剰発現にてコントロールに比し、糖負荷 30, 60 分後の
血糖値の有意な低下を認め (30 分後：p<0.01, 60 分後：p<0.05) (Figure 4B)、
area under the curve (AUC) にて 16 ％の低下を認めた (p<0.05) (Figure 4C)。
また、インスリン負荷試験 (insulin tolerance test : ITT) においても、HOIL-1L
過剰発現にてインスリン投与 120 分後の血糖低下が有意  (p<0.01) であり 
(Figure 4D)、AUCにて GFP比で 27 ％の低下を認め (p<0.05) (Figure 4E)、
インスリン感受性の亢進が認められた。解剖時の体重には差を認めず、肝重量・
精巣上体周囲脂肪重量は HOIL-1L 過剰発現群でやや大きい傾向を認めるもの
の、有意差は認めなかった (肝重量：p=0.23, 精巣上体周囲脂肪重量：p=0.29) 。 
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Figure 4. マウス肝にて HOIL-1Lを過剰発現させると耐糖能改善が認められる。 
C57BL/6J, 雄, 8 週齢のマウスに GFPまたは human myc-HOIL-1L発現アデノウイル
スベクターを尾静脈投与した。 
A)肝臓におけるHOIL-1L発現 (Western blot法) 
B)IPGTT (14 hr fasting, glucose 2 g/kg i.p., GFP n=7, HOIL-1L n=10, * : p<0.05, # : 
p<0.01, mean±s.e.m.) 
C)IPGTT glucose AUC (* : p<0.05, mean±s.e.m) 
D)ITT (14 hr fasting, insulin 0.75 U/kg i.p., GFP n=8, HOIL-1L n=9, # : p<0.01, mean
±s.e.m.) 
E)ITT AUC (GFP比) (* : p<0.05, mean±s.e.m) 
F)解剖時体重、肝重量、精巣上体周囲脂肪重量 (GFP n=8, HOIL-1L n=10, mean±s.e.m) 
 
HOIL-1L過剰発現により NF-κB活性の変化は認められない 
 次に、HOIL-1Lを過剰発現した際の NF-κB活性に対する影響につき、培養
細胞にて HOIL-1L をアデノウイルスベクターを用いて過剰発現させ、TNF-α
刺激 (10 ng/ml, 10 min) を行い、IκBαの蛋白量およびリン酸化を Western 
blot法にて検討した。培養細胞はヒト肝癌由来の細胞株である HepG2細胞を使
用した。 
HOIL-1L を単独で過剰発現しても、コントロール (LacZ) と比較して TNF-
α刺激後の IκBα分解 (Figure 5A, 5B) や IκBαリン酸化 (Figure 5A, 5C) 
は亢進せず、有意な NF-κB活性の変化は認められなかった。 
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Figure 5. HOIL-1Lを過剰発現しても NF-κB活性の変化は認められない 
HepG2細胞にてHOIL-1Lをアデノウイルスベクターを用いて過剰発現させ、TNF-α刺
激 (10 ng/ml, 10 min) し、IκBαの蛋白量およびリン酸化をWestern blot法にて検討した。 
A)Western blot (同様の実験を 3 回施行し再現性を確認、代表的な結果を提示) 
B)TNF-α刺激前に対する TNF-α刺激後の IκB蛋白量の検討 (n=3, mean±s.e.m.)。 
C)TNF-α刺激前後の IκBαリン酸化 (LacZ TNF-α(+)=1 として補正, n=3, mean±
s.e.m.)。 
 
HepG2細胞にて HOIL-1Lを過剰発現すると、IRSよりも下流のレベルでイン
スリンシグナルが亢進する 
 HOIL-1L のインスリンシグナル伝達系に及ぼす影響について検討するため、
肝臓由来の培養細胞である HepG2 細胞を用い、HOIL-1L を過剰発現しインス
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リン刺激した際のインスリンシグナルの変化について検討を行った。 
HepG2細胞にアデノウイルスベクターを用いて HOIL-1Lを過剰発現させ、2 
日後に 100nM insulinで刺激し 1 時間後に方法の項で示した可溶化バッファー
にて細胞を回収し、抗 IRS-1 抗体および抗リン酸化チロシン (pY) 抗体にて免
疫沈降を行った。 
 Figure 6A, 6Bに示すように、HOIL-1L過剰発現にてインスリン非刺激時・
刺激後ともに Akt リン酸化 (Thr308, Ser473) の有意な亢進を認めたが、イン
スリン受容体 (IR) のチロシンリン酸化や IRS-1 のチロシンリン酸化の亢進は
認められなかった。また IRS-1に結合する PI3K p85 subunitの量についても明
らかな差が認められなかった。 
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Figure 6. HepG2細胞において HOIL-1Lを過剰発現すると IRSより下流のレ
ベルでインスリンシグナルの亢進が認められる。 
HepG2 細胞において HOIL-1L をアデノウイルスベクターを用いて過剰発現させ、イン
スリン刺激 (100 nM) 後 1 時間で細胞を回収した。 
A)抗 IRS-1抗体、抗リン酸化チロシン (pY) 抗体にて免疫沈降を行い、抗 IRS-1抗体、
抗 pY 抗体および抗 p85 抗体にて Western blot を行った。HOIL-1L, SHARPIN, HOIP, 
pAkt (Thr308), pAkt (Ser473), Aktの発現量については細胞上清のWestern blotにより検
討した。 (同様の実験を 3 回以上施行し再現性を確認、代表的な結果を提示) 
B)Western blot 定量 (LacZ Ins(+)=1 として補正, n=3, * : p<0.05, # : p<0.01, ** : 
p<0.001, mean±s.e.m.)。 
 
HOIL-1Lによるインスリンシグナル亢進はあらかじめ PI3K阻害剤を投与する
と消失する 
 HOIL-1Lによるインスリンシグナル亢進が PI3Kのレベルで生じているのか、
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あるいはそれよりも下流の PDK1や Aktのレベルで生じているのかを検討する
ため、PI3K阻害剤を用いた以下の実験を行った。 
 HepG2 細胞にアデノウイルスベクターを用いて HOIL-1L を過剰発現させ、
代表的な PI3K阻害薬であるWortmannin (100 nM) または LY294002 (20 μ
M) を添加し、30 分後に 100 nM insulinで刺激し、1 時間後に細胞を回収し
た。 
 Figure 6Aの結果と同様、HOIL-1L過剰発現によりインスリン非刺激時・刺
激後ともに Akt Ser473 リン酸化が亢進したが、Wortmannin あるいは
LY294002 の添加により、インスリン非刺激時・刺激後ともにコントロール 
(LacZ) と同程度まで Aktリン酸化が低下した (Figure 7)。 
 
 
Figure 7. HOIL-1L過剰発現によるインスリンシグナル亢進はあらかじめPI3K
阻害剤 (Wortmannin, LY294002) を添加すると消失する 
 HepG2 細胞にて HOIL-1L を用いて過剰発現させ、Wortmannin (100 nM)または
LY294002 (20 μM) にて 30 分処理後、100 nM insulinにて刺激し、1 時間後に細胞を回
収した (同様の実験を複数回施行し再現性を確認、代表的な結果を提示)。 
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考察 
 
SHARPIN, HOIL-1L, HOIPより形成される LUBACは、NEMOを直鎖状ポ
リユビキチン化することで、定型的経路を介する NF-κB 活性化を促進する作
用を持つ [20-22]。SHARPIN, HOIL-1L, HOIPは LUBAC構成因子として機
能するが、例えば SHARPIN がβ1-integrin に結合しその活性を阻害すること 
[26] や HOIL-1L (別名 RBCC protein interacting with protein kinase C1 
(RBCK1) ) が estrogen receptor α (ERα) の転写を促進すること [27,28] が
報告されており、これらの LUBAC 構成因子は分子単体としても機能を有して
いる可能性が示唆される。 
マウスへの HOIL-1L発現アデノウイルスベクター投与により、ブドウ糖負荷
試験・インスリン負荷試験において耐糖能改善およびインスリン感受性の亢進
が認められた (Figure 4B~4E)。アデノウイルスベクターを尾静脈投与するとそ
のほとんどが肝臓で発現することが知られており [29]、肝臓において糖代謝に
変化が生じている可能性が考えられた。 
 HepG2細胞における検討で HOIL-1L単独での過剰発現では NF-κB活性に
有意な変化を認めなかった(Figure 5A～5C) 。したがって、HOIL-1Lによる糖
代謝の変化は、LUBACとしての機能とは独立した HOIL-1L分子単体による機
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序である可能性が示唆された。 
そこで、肝臓由来の培養細胞である HepG2細胞において HOIL-1Lのインス
リンシグナル伝達系への影響を検討したところ、インスリン非刺激時・刺激後
ともに Aktリン酸化 (Thr308, Ser473) の亢進が認められた (Figure 6A, 6B)。
IR, IRS-1のチロシンリン酸化には差を認めず、また IRS-1に結合するPI3K p85 
subunit の量にも変化を認めないことから、HOIL-1L 過剰発現によるインスリ
ンシグナル亢進は IRSよりも下流の機序によるものと考えられた。 
また、PI3K阻害薬 (Wortmannin, LY294002) をあらかじめ処理した上でイ
ンスリン刺激を行うと、HOIL-1Lによる Aktリン酸化の亢進はインスリン非刺
激時・刺激後ともに消失した (Figure 7)。仮に HOIL-1Lによるインスリンシグ
ナル増強が PI3Kよりも下流で生じているとすれば、少なくともインスリン非刺
激時の Aktリン酸化はWortmannin, LY294002添加により PI3Kを阻害しても
残存するはずであり、HOIl-1L過剰発現によるインスリン非刺激時の Aktリン
酸化亢進が消失したことは PI3K あるいはそれより上流の機序を示唆するもの
と考えられた。したがって、Figure 6, 7の結果を総合すると、HOIL-1Lによる
インスリンシグナル亢進は PI3Kのレベルで生じているものと推測された。 
PTENは PIP3の 3位のリン酸基を脱リン酸化することで PI3K活性に拮抗す
る作用を有し、PI3K レベルでのインスリンシグナルの negative feedback 
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systemの 1 つとされている。既報 [24] にて SHARPINが UBL domainを介
し PTENに結合し、PTEN phosphatase activityを阻害することが報告されて
いる。HOIL-1Lも UBL domainを有する (Figure 3) ことから PTENへの作用
を介してインスリンシグナルを亢進させている可能性が考えられたが、免疫沈
降法やGST pull-downにて検討を行ったもののHOIL-1Lと PTENとの明確な
結合を示すことはできなかった (データ非掲載)。HOIL-1Lは RING-IBR-RING 
domainを有し単独でもE3 ligaseとして活性を有する上、supressor of cytokine 
signaling-6 (SOCS-6) [30] や protein kinase C (PKC) [31-33] といったインス
リンシグナルと関連の深い分子との結合が報告されており、PTEN 以外を介す
る機序についても今後検討が必要と考えている。 
インスリンシグナル以外で肝臓への糖取り込みを規定する因子として、解糖
系の律速酵素であり、グルコースからグルコース 6-リン酸への代謝を担うグル
コキナーゼ (glucokinase : GK) への作用の可能性も考えられた。GKは空腹時
などグルコース濃度が低い条件下では glucokinase regulatory protein  
(GKRP) と結合し核内に非活性の状態で存在するが、グルコース濃度上昇によ
り GK は GKRP より解離し細胞質へと移動し、肝細胞において glucose 
transporter 2 (GLUT2) を介して取り込まれたグルコースをグルコース 6-リン
酸へと変換する [34]。HOIL-1Lが GKまたは GKRPに作用している可能性を
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考え、マウス肝および培養細胞 (HepG2細胞) において HOIL-1Lを過剰発現し
た際の GK, GKRP の発現量や細胞内局在について細胞分画別の Western blot
法による検討や免疫染色による検討を行ったが、明らかな変化を見出すことは
できなかった (データ非掲載) 。 
最近、常染色体劣性遺伝を呈する HOIL-1 欠損の患者（2 家系 3 人）につい
ての報告がなされた  [35]。HOIL-1 欠損患者では慢性的な自己炎症 
(autoinflammation) と易感染性を呈する他、機序は不明だが異常グリコーゲン
による筋での封入体形成によりミオパチーや心筋症を生じることが報告されて
いる [35,36]。今後、HOIL-1L のグリコーゲン代謝に与える影響についても検
討を行っていきたいと考えている。 
 また、今回の研究においては HOIL-1L単独での過剰発現であり LUBACとし
ての活性には変化は認められなかったが、shRNA 発現ベクターを用いて
SHARPIN, HOIL-1L, HOIPをそれぞれ knock-downすると、既報 [19,20] に
合致していずれの knock-downによっても LUBAC活性が低下し、TNF-α刺激
時の NF-κB 活性化が抑制されることを確認している (データ非掲載)。今後、
LUBAC 活性低下による NF-κB 活性の低下が高脂肪食負荷などにより生じる
インスリン抵抗性を改善する可能性についても検討を行っていきたいと考えて
いる。 
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 最後に、本研究における限界について考察しておく。本研究においては細胞
レベルでの検討に HepG2 細胞を使用している。HepG2 細胞は糖代謝およびイ
ンスリンシグナル伝達領域の研究において頻用されている培養細胞の 1 つであ
るが、ヒト肝癌由来の細胞株であり、正常マウス肝細胞で HOIL-1Lを過剰発現
した際の変化とは乖離がある可能性は否定できない。マウスの肝癌細胞株であ
る Hepa1-6 細胞を使用しても HOIL-1L 過剰発現にてインスリンシグナルが亢
進することは確認している (データ非掲載) が、癌細胞においては様々な代謝変
化が生じていることが知られており [37]、初代培養細胞での検討も必要と考え
ている。 
 Figure 8に本研究結果から推測される HOIL-1Lおよび LUBACのインスリ
ンシグナル伝達系への作用の概念図を示す。本研究において、LUBAC構成因子
の 1 つである HOIL-1L が LUBACとしての機能とは独立して PI3K のレベル
でインスリンシグナルを亢進させる可能性があることが明らかとなった。
SHARPINと同じくUBL domainを有することからPTEN阻害作用による可能
性が考えられるが、HOIL-1Lはそれ自身が E3 ligaseとして機能するためユビ
キチン化を介する機序などその他の可能性も考えられる。今後、詳細なメカニ
ズムについて、更なる検討を加えていきたいと考えている。 
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Figure 8. 本研究による結果の概念図 
 本研究によりHOIL-1LがLUBACとしての機能とは独立してPI3Kレベルでインスリン
シグナルを亢進させることが明らかとなった (Figure 5, 6, 7)。SHARPINが UBL domain
を介して PTENと結合し PTEN活性を阻害することが報告されており [24]、HOIL-1Lも
同じくUBL domainを有することからPTENへの作用を介している可能性が考えられるが、
HOIL-1Lは単独でも E3 ligaseとして機能することや、SOCS-6や PKCなどとの相互作用
も報告されていることから、その他の機序で PI3Kレベルでインスリンシグナルを亢進させ
ている可能性も考えられる。 
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